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     La serotonina (5-HT) es un neuromodulador producido principalmente en células endocrinas especializadas del 
epitelio intestinal. Regula la actividad del sistema digestivo, actuando como transductor de la información luminal. 
Recientes resultados han mostrado que la alteración del sistema serotoninérgico intestinal así como el estrés oxidativo 
están implicados en el origen y/o la prevalencia de patologías como la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD). Para 
conocer si la 5-HT, afecta el estado oxidativo de las células epiteliales intestinales, se utilizó como modelo experimental 
“in vitro”, la línea celular humana Caco-2/clon TC7, las cuales provienen de un adenocarcinoma colónico y se 
diferencian en un enterocito. Estas células fueron tratadas con altas concentraciones 5-HT (10-4M) durante 1 día 
(tratamiento crónico) y bajas concentraciones (10-9M) durante 1 hora (tratamiento agudo). Se determinó el daño oxidativo 
sobre los lípidos cuantificándose a través de los niveles de MDA (malondialdehido) + 4-HDA (hidroxialquenales) y sobre 
las proteínas a través de la concentración de restos carbonilos. Los resultados obtenidos muestran que las células tratadas 
con 5-HT 10-4 y 10-9 M aumentan significativamente el proceso oxidativo en lípidos y proteínas, siendo el daño sobre los 
lípidos de tipo dosis-dependiente. La exposición con 5-HT de forma aguda (1 hora), a una concentración de 10-9 M, es 
suficiente para producir daño oxidativo. Es importante destacar que el daño sobre los lípidos es porcentualmente mayor 
que el observado en las proteínas. Estos resultados ponen de manifiesto la posible relación entre la alteración del sistema 
serotoninérgico y el estrés oxidativo en patologías inflamatorias intestinales. 
 
 








     Serotonin (5- HT) is a neuromodulator produced primarily in specialized endocrine cells in the intestinal epithelium. 
Regulates the activity of the digestive system, acting as a transducer of the luminal information. Recent results have 
shown that alteration of the intestinal serotonergic system and oxidative stress are involved in the origin and/or 
prevalence of diseases such as inflammatory bowel disease (IBD). To determine whether 5-HT affects oxidative status of 
intestinal epithelial cells, was used as an experimental model "in vitro" human Caco-2/clon TC7 cell line, which come 
from a colonic adenocarcinoma and differentiate into one enterocyte. These cells were treated with higher concentrations 
5-HT (10-4M) for 1 day (chronic treatment) and low concentrations (10-9M) for 1 hour (acute treatment). Oxidative 
damage to lipids quantified through MDA (malondialdehyde) + 4 -HDA (hydroxyalkenals) and proteins through remains 
carbonyl concentration was determined. The results show that cells treated with 5-HT 10-4 and 10-9 M significantly 
increase oxidative process in lipids and proteins, with lipids damage on dose-dependent type. Exposure to 5-HT in acute 
(1 hour), at a concentration of 10-9 M, is sufficient to cause oxidative damage. Importantly damage on lipids is a 
percentage greater than that observed in the proteins. These results highlight the possible relationship between the 
alteration of the serotonergic system and oxidative stress in inflammatory bowel diseases. 
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INTRODUCCIÓN 
 
     La serotonina (5-HT) es un neuromodulador 
sintetizado principalmente en células endocrinas 
especializadas del epitelio intestinal, regula su 
actividad actuando como transductor de la 
información luminal. El transportador de serotonina 
(SERT) es parte fundamental del sistema 
serotoninérgico intestinal y su función principal es 
recaptar hacia el interior de los enterocitos la 5-HT 
liberada por las células enterocromafines (EC). 
Resultados de numerosos trabajos de investigación 
indican que la alteración del sistema serotoninérgico 
juega un papel importante en la fisiopatología de 
desórdenes funcionales del tracto gastrointestinal [1], 
y en procesos inflamatorios [2]. Tal es el caso del 
síndrome carcinoide (enfermedad producto de la 
tumoración de las células EC), que cursa con 
incremento en la liberación de 5-HT y que 
contribuye con la diarrea grave y el dolor abdominal 
relacionado con la enfermedad. Además, es bien 
conocida la relación que existe entre la alteración del 
sistema serotoninérgico intestinal y la disfunción 
gastrointestinal en patologías como la enfermedad 
intestinal inflamatoria (IBD) y el síndrome del colon 
irritable (IBS) [1]. Resultado obtenido por Yeo y 
colaboradores [2], sugieren que el IBS con 
predominancia de diarrea, cursa con aumento en la 
concentración de 5-HT, posiblemente por alteración 
en la funcionalidad de SERT.  
 
     Además, en los últimos años la hipótesis del 
estrés oxidativo está cobrando progresiva relevancia 
entre las posibles etiologías que buscan explicar la 
patogenia de enfermedades inflamatorias intestinales 
[3, 4]. 
 
     El estrés oxidativo puede producirse como 
consecuencia de un incremento de la exposición a 
oxidantes, del descenso de los mecanismos de 
defensa antioxidantes o de ambos procesos 
simultáneamente [5]. De hecho, se define el estrés 
oxidativo como un desequilibrio entre la producción 
de Especies Reactivas del Oxígeno (EROs) y la 
protección antioxidante [6].  
 
     El estrés oxidativo, provocado por cualquiera de 
estas causas puede producir daño a proteínas, lípidos, 
carbohidratos y ácidos nucleicos. De este modo, 
enzimas, proteínas estructurales, membranas, glúcidos 
simples y compuestos, ADN y ARN, son todos 
susceptibles de daño oxidativo [5, 7]. 
Sobre la base de esta información nos planteamos 
determinar si la 5-HT, afecta el estado oxidativo de 
lípidos y proteínas en las células epiteliales durante 
procesos inflamatorios intestinales producto de la 
alteración del sistema serotonnçergico con aumento 
de la disponibilidad de 5-HT.   
 
MATERIALES Y MÉTODO 
 
     Cultivo celular: Se utilizó como modelo 
experimental “in vitro”, la línea celular humana 
Caco-2/clon TC7. Células capaces, en condiciones 
estándar de cultivo, de desarrollar de forma 
espontánea, una diferenciación morfológica y 
funcional de tipo enterocitario [8, 9, 10], procedentes de 
la Unité Mixte de Recherche, UMR 5872, INSERM, 
Centre de Recherche des Cordeliers, París, Francia 
[11].  Estas células se cultivaron a 37ºC en una 
atmósfera de 5% CO2 y se mantenían en DMEM 
rico en glucosa suplementado con 2 mM glutamina, 
100 U/ml penicilina, 100 μg/ml estreptomicina, 1% 
de aminoácidos no-esenciales y 20% SFB, pH 7,2. Se 
tripsinizaban (0.25% tripsina-1 mM EDTA) cada 5 
días y se sub-cultivadas en cajas de cultivos de 75 
cm2. El medio se recambiaba cada 48 horas. Cada 
experimento constaba de 4 cajas de cultivos a saber: 
Control, 5-HT 10-4, 5-HT 10-9 M y TNF-α 5ng/ml. 
El tratamiento se adicionaba al medio de cultivo 
durante 1 día (5-HT 10-4 y TNF-α) y 1 hora (5-HT 
10-9 M). Para el grupo control el medio de cultivo no 
tenía tratamiento. TNF-α se utilizó como control 
positivo del daño oxidativo. Se realizaron 10 
experimentos independientes, con un volumen 
celular por caja de 0,9 x 106 células aproximadamente. 
 
     Preparación de las muestras: Las células se 
utilizaron entre los pasajes 19 y 35, a los 14 días 
después de la siembra. Estas se lavaron 2 veces con 
PBS y se resuspendían inmediatamente con tampón 
Tris-manitol frío (Tris 2 mM, manitol 50 mM, pH 
7,1) que contenía inhibidores de la proteasa y 0,02% 
de azida de sodio. La suspensión se homogeneizaba 
y se rompían las células por sonicación (15 pulsos de 
1 seg., 60W). De este lisado, se tomaron 2 alícuotas 
de 350 μl para determinar el daño oxidativo en 
lípidos y proteínas y 50 μl para cuantificar las 
proteínas totales que se realizó utilizando el método 
de Bradford, el cual se fundamenta en la reacción 
entre grupos sulfonados ácidos presentes en el 
colorante Azul Brillante de Coomasie G-250 y 
grupos amino libres presentes en aminoácidos 
básicos. Esta reacción produce cambios de 
absorbancia a 595 nm. 
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     Cuantificación de la peroxidación lipídica. La 
concentración de los aldehidos MDA 
(malondialdehido) y los 4-HDA (hidroxialquenales) 
representan un excelente indicador del daño 
oxidativo de los lípidos. En este estudio la 
concentración de MDA+4-HDA se determinó por el 
método colorimétrico basado en la reacción de un 
reactivo cromógeno, el N-metil-2-fenilindol, con el 
MDA o con los 4-HDA, a una temperatura de 45ºC. 
La condensación de una molécula de MDA ó 4-
HDA con dos moléculas de N-metil-2-fenilindol 
produce un cromófero estable, que en presencia del 
ácido metanilsulfónico presenta una absorbancia 
máxima a 586 nm. 
 
     Cuantificación de los restos carbonilos. Para 
tal fin se utilizó el protocolo descrito por Levine y 
colaboradores [12], el cual se fundamenta en la 
reacción de los restos carbonilos de las proteínas con 
la DNPH (dinitrofenilhidrazina), formándose un 
derivado que se cuantifica midiendo su absorbancia 
en el rango de 360-390 nm. Para la precipitación de 
las proteínas durante el procedimiento, se utiliza el 
TCA (ácido tricloroacético), y lavados con 
etanol/etilacetato para eliminar el exceso de DNPH 




     Los resultados obtenidos muestran que las células 
Caco-2 tratadas con 5-HT 10-4 y 10-9 M aumentan 
significativamente de manera dosis-dependiente el 
proceso oxidativo en lípidos. La exposición con 5-HT 
de forma aguda, a una concentración de 10-9 M, es 
suficiente para producir daño oxidativo. Es importante 
destacar que si bien es cierto que la 5-HT administrada 
tanto de forma aguda como crónica aumenta la 
lipoperoxidación, este proceso es menor comparado 
con la oxidación producto de la exposición celular 














     La determinación del grado de lipoperoxidación 
(nmoles de MDA+4-HDA/mg de proteína) se 
realizó el día catorce posterior a la siembra, en 





M durante 1 día y 1 hora 
respectivamente. El TNF- se utilizó como control 
positivo del proceso oxidativo y se aplicó a una 
concentración de 5 ng/ml durante 1 día. Los 
resultados son expresados como porcentaje del valor 
control (células no tratadas, control 100%), 
siguiendo los valores absolutos obtenidos bajo 
condiciones controles como sigue: 0,28 ± 0,03 
nmoles de MDA+4-HDA/mg proteína (oxidación 
lipídica) y representan la media ± el error estándar 
medio de 10 experimentos independientes. *p<0,01 
comparado con el valor control (células no tratadas). 
 
     Como se mencionó anteriormente, los EROs 
pueden oxidar varias moléculas biológicas incluyendo 
las proteínas, ADN y lípidos, así como pequeñas 
moléculas. Durante varias condiciones estresantes la 
oxidación de proteínas puede afectar sus funciones. La 
carbonilización es uno de los procesos oxidativos, el 
cual ocurre en proteínas en respuesta a la formación de 
radicales hidroxilos, reacción catalizada por metales [13].  
 
     Para conocer el efecto de la 5-HT sobre el daño 
oxidativo en las proteínas, se cuantificaron los niveles 
de restos carbonilos, según protocolo descrito en el 
apartado de materiales y métodos. Los resultados 
indican que la 5-HT aumenta el daño oxidativo sobre 
las proteínas y este efecto no depende de su 

















     La determinación de los niveles de restos 
carbonilos (nmoles de carbonilos/ mg de proteína) 
se realizó el día catorce posterior a la siembra, en 
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M durante 1 hora y un 1 día 
respectivamente. Los resultados son expresados 
como porcentaje del valor control (células no 
tratadas, control 100%), siguiendo los valores 
absolutos obtenidos bajo condiciones controles 
como sigue: 8,13 ± 0,8 nmoles de restos 
carbonilos/mg proteína (oxidación proteica) y 
representan la media ± el error estándar medio de 10 
experimentos independientes. *p<0,05 comparado 





     En un contexto genérico, los RL se pueden 
formar a partir del oxígeno (especies reactivas del 
oxígeno, EROs) o del nitrógeno (especies reactivas 
del nitrógeno, ERNs). Dentro de los EROs se 
encuentran: el oxígeno singlete (1O2), radical 
superóxido (O2.-), radical hidróxilo (.OH), radical 
perhidroxilo (HO2.), el peróxido de hidrógeno (H2O2) 
que aunque no es un radical como tal, su 
metabolización produce otros radicales libres, y los 
radicales alcoxilo (RO.) y peroxilo (ROO.),  mientras 
que dentro de los ERNs se encuentra el óxido nítrico 
(.NO), el radical peroxinitrito (ONOO-) y el dióxido 
de nitrógeno (NO2). Para eliminar estas especies 
reactivas, los seres vivos poseen un conjunto de 
sistemas fisiológicos llamados sistemas antioxidantes 
[7, 14]. 
 
     Un incremento en la producción de RL y/o el 
descenso de la protección antioxidante, pueden 
inducir el denominado estrés oxidativo [6]. Este 
proceso oxidativo, provocado por cualquiera de estas 
causas, es una reacción en cadena de RL que buscan 
su estabilidad química, dañando proteínas, lípidos, 
carbohidratos y ácidos nucleicos. El daño oxidativo 
sobre los lípidos se conoce como lipoperoxidación y 
cuando los RL atacan a las proteínas se forman los 
llamados compuestos o restos carbonilos [15]. Es en 
esta situación de estrés oxidativo en la que se 
manifiestan las lesiones que producen los RL [7, 5]. 
 
     Nuestros resultados muestran que las células 
tratadas con 5-HT presentan un aumento del estado 
oxidativo celular, por incremento en la oxidación 
lipídica, cuantificada como porcentaje de los 
aldehídos MDA (malondialdehido) y 4-HDA 
(hidroxialquenales) (Figura 1). También la 5-HT 
aumenta la oxidación de proteínas, cuantificada como 
porcentaje de restos carbonilos (Figura 2). El proceso 
lipoperoxidativo resultó dependiente de la dosis de 5-
HT (Figura 1). Numerosos estudios han reportado que 
la 5-HT puede ejercer algunos de sus efectos 
fisiológicos y fisiopatológicos estimulando el estado 
oxidativo celular, por aumento en la producción de 
EROs [16, 17, 18, 19]. 
 
     Estudios realizados en cultivo de células H9C2 de 
cardiomioblastos demuestran que la concentración 
extracelular de 5-HT es determinante para producir un 
efecto hipertrófico; a bajas concentraciones de 5-HT la 
hipertrofia celular es dependiente de los receptores 5-
HT2, mientras que a altas concentraciones, la 5-HT 
produce un efecto hipertrófico adicional dependiente 
de la vía de la monoamino oxidasa A (MAO-
A)/H2O2/ERK [20]. 
 
     El efecto de la 5-HT dependiente de la MAO-A 
según Peña-Silva y colaboradores [21], es producto del 
incremento del radical superóxido (O2.-), una vez 
activada esta enzima. Este radical puede participar en la 
mitogénesis inducida por la 5-HT en múltiples vías que 
incluye: 1) activación y translocación de la proteína 
cinasa activada por mitógeno [22], 2) activación de 
proteínas del ciclo celular 3) activación de otros 
receptores mitógenos, como el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas [23], situación que es respaldada 
por el uso de antioxidantes que disminuyen este efecto 
[22, 23]. 
 
     La enzima intracelular MAO-A, presente también 
en los enterocitos [24], produce una desaminación 
oxidativa que da lugar a la formación de un producto 
intermediario, el 5-hidroxi-indolacetaldehído, que 
posteriormente es oxidado por la aldehído 
deshidrogenasa dependiente de NAD+ para formar 
ácido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) [25], reacción 
en la cual hay generación de EROs. Por ser una 
enzima intracelular requiere que la 5-HT sea 
recaptada al interior celular.  
 
     Resultados de nuestro laboratorio indican que 
cuando las células Caco-2 son tratadas con 5-HT se 
produce una disminución de la actividad de SERT 
(transportador de 5-HT) a partir de una 
concentración de 10-6 M. Cuando el tratamiento con 
5-HT tiene una concentración de 10-4 M, dosis más 
alta utilizada en este estudio, la inhibición de la 
actividad de SERT es de aproximadamente un 50% 
comparada con el grupo control (células no tratadas) 
[26]. Es importante resaltar que a una dosis de 10-9 M 
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la 5-HT no afecta la actividad de SERT y a pesar de 
que a una dosis de 10-4 M la actividad de SERT está 
disminuida, este transportador es capaz de recaptar 
5-HT, la cual puede ser metabolizada por la MOA-
A y generar radicales superóxidos, capaces de oxidar 
moléculas como lípidos y proteínas. Por lo tanto, 
esta podría ser la vía o el mecanismo que utiliza la 5-
HT para aumentar la lipoperoxidación y la formación 
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